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Evaluation de l'immunité chez des poussins vaccinés 
à l'aide de la souche CP de Mycoplasma Gallisep­
ticum par nébulisation et par administration dans 
l'eau de boisson (11). 
par c. p AP AGEORGIOU • 
note présentée par M. GORET 
INTRODUCTION 
Dans nos précédentes publications ( 4,6) nous avons traité de la 
possibilité de vacciner les poulettes reproductrices avec la sou­
che CP de M. gallisepticum par la voie nasale. 
Cette méthode nécessitant la manipulation individuelle de chaque 
sujet s'avéra peu pratique pour les élevages industriels pour lesquels 
nous avons adopté la vaccination soit par nébulisation de la sus­
pension mycoplasmique soit par son administration dans l'eau de 
boisson (solvant isotonique aux mycoplasmes). 
Nos essais nous ont permis d'envisager la vaccination des pous­
sins d'un jour par nébulisation et ceux de cinq jours ou plus par 
1' eau de boisson. 
Nous rendons compte ci-après des résultats de nos expériences 
préliminaires. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Poussins : 
Pour la vaccination nous avons utilisé 150 poussins de 1 et de 
4 jours éclos au laboratoire dans des conditions d'isolement rigou­
reux à partir d 'œufs embryonnés provenant d'un élevage contrôlé 
et exempt de mycoplasmose. 
Les poussins témoins étaient issus d'un autre élevage. Ils furent 
envoyés au laboratoire au moment de l'emploi. 
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Vaccin 
Souche CP de M. gallisepticum cultivée en milieu P. P. L. O. 
liquide et lyophilisée en flacons fermés sous vide. 
Chaque flacon renfermait au moment de l'utilisation 2,4. 107 
mycoplasmes revivifiables après réhydratation. 
Suspensions "accinales utilisées : 
1. - Pour la "accination par 1Ubulisation. 
La mise en suspension était effectuée en eau physiologique 
tamponnée à pH : 7 ,15. 
Nous avons vacciné des groupes différents de 10 poussins de 
1 jour à l'aide de suspensions titrant respectivement : 2,4.107,. 
1,2.107, 6.108, 3.106, 1,5.106, 7,5.105 et 3,75.105 mycoplasmes 
vivants par ml. Un groupe de 50 poussins de 4 jours a reçu une 
suspension titrant 2,4 .106 mycoplasmes par ml. 
2. - Pour la "accination « orale ». 
Le vaccin a été repris dans la proportion de un flacon lyophilisé 
(2,4.107 mycoplasmes) pour 20 ml de milieu P. P. L. O. liquide 
puis cette suspension a été diluée successivement au 1/2, 1/4 et 1/8 
dans le même milieu. 
Nous avons préparé différentes suspensions correspondant cha­
cune à un groupe de 10 poussins en mélangeant 2 ml de dilution 
vaccinante et 198 ml d'eau distillée. 
L'expérience nous a prouvé ultérieurement que nous aurions dû 
utiliser un solvant isotonique au cytoplasme mycoplasmique (mem­
brane. mycoplasmique fragile) mais même en opérant en milieu 
hypotonique destructeur des mycoplasmes la vaccination était 
encore efficace (par effet protecteur de la dilution préalable en 
milieu P. P. L. O. qui a limité la lyse des mycoplasmes). 
Les sujets vaccinés étaient âgés de 4 jours, âge à partir duquel 
les poussins s'abreuvent correctement. 
Vaccination : 
Pour la vaccination par nébulisation, nous avons à l'aide d'un 
simple vaporisateur de cosmétique projeté 1 ml de suspension 
mycoplasmique par groupe de 10 poussins enfermés dans une botte 
en bois avec une face coulissante que l'on fermait pendant 3 minutes 
aussitôt après l'administration du vaccin. 
Chaque poussin a reçu selon le groupe sous volume de 0,1 ml 
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une fraction de l'équivalent de : 2,4.108, 1,2 .101, 6.106, 3 .106, 
1,5 .106, 7,5 .104, 3,75.104 et 2,4.10' mycoplasmes vivants (déperdi­
tion de l'immense partie des gouttelettes vaccinantes). 
Les poussins vacciné s par administration du vaccin dans l'eau 
<le boisson se sont abreuvés irrégulièrement de la dose qui leur était 
destinée selon le groupe soit: 2,4.108, 1.2.108, 6.106 et 3.106 myco­
plasmes vivants, en raison de l'administration collective du vaccin 
par groupe de 10 poussins. 
Epreuve virulente. 
Tous les oiseaux vaccinés et les témoins ont été éprouvés- èn 
inoculant dans le poumon droit 0,5 ml d'une ovoculture de M. galli­
septicum souche virulente+ (58) titrant 1,82 .108 mycoplasmes vivants par ml. 
Cette souche a subi 4 passages successifs par voie intra-cérébrale 
po ur exalter sa virulence tout en maintenant sa pureté. 
Contrôle. 
1. - Contrôle direct d'activité. 
Ce contrôle a été basé sur la numération comparative des myco­
plasmes vivants dans les poumons des oiseaux vaccinés et témoins 
7 et 23 jours après l'épreuve virulente. 
Les oiseaux après saignée à blanc par ponction cardiaque ont été 
autopsiés immédiatement et les poumons prélevés aseptiquement. 
Ces organes, après découpage aux ciseaux ont été broyés délicate­
ment avec des broyeurs de Tenhroek en raison de la fragilité de la 
membrane cytoplasmique des mycoplasmes. Les broyats obtenus 
furent dilués dans un milieu adapté à la culture des souches viru­
lentes de mycoplasmes (dilutions décimales), puis ensemencés à la 
surface de pentes de milieu P. P. L. O. solide. Après incubation 
pendant 6 à 10 jours à 37 oe, les colonies formées ont été dénom­
brées à l'aide d'un microscope stéréoscopique Leitz. 
2. - Contrôle indirect sérologique de l'activité. 
a) Anticorps protecteurs: Nous avons utilisé notre technique (5)
basée sur le titrage des anticorps protecteurs inhibant la croissance 
des mycoplasmes. 
b) Agglutination rapide sur lame: par mélange d'une goutte de
sérum et d'une goutte d'�ntigène mycoplasmique sur une lame. 
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La positivité de la réaction a été jugée d'après la vitesse d'appari­
tion des premiers agglutinats exprimée en secondes. 
3. - Inhibition de l'hémagglutination. 
Pour le titrage de l'antigène nous avons mélangé dans 
à hémolyse: 
- Antigène (pur, 1/2, 1/4, ...... 1/512) .............. . 
- Eau physiologique ............................ . 
- Globules rouges de poulet à 0,5 p. 100 .......... . 
des tubes 
0,25 ml 
0,25 m1 
0,50 ml 
Après homogénéisation des mélanges, les tubes à .hémolyse ont 
été laissés à l'état stationnaire pendant une nuit. 
L'antigène hémagglutinant réagissait jusqu'à la dilution 1/64. 
Pour le titrage des sérums nous avons utilisé l'antigène à la dilu­
tion 1/8. 
Pour le titrage des sérums nous avons mélangé 0,25 ml de sérum 
à des dilutions variables avec 0,25 ml d'antigène au 1/8. Après une 
heure de contact on a ajouté 0,5 ml de globules rouges de poulet. 
Les mélanges après homogénéisation ont été laissés à l'état sta­
tionnaire pendant une nuit. La lecture a été faite à l'aide d'un 
miroir concave de Kahn. 
RÉSULTATS 
Contrôle aPant l'épreupe Pirulente : 
1. - Contrôle clinique et nécropsique. 
Aucune anomalie n'a été constatée. 
2. - Recherches de mycoplasmes dans le système respiratoire. 
Oiseaux vaccinés : absence de mycoplasmes ; 
Oiseaux témoins : présence de mycoplasmes dans les voies 
aériennes. 
3. - Contrôle sérologique. 
Vaccinés. 
Le tableau 1 rend compte des résultats obtenus chez les oiseaux 
vaccinés et sacrifiés avant l'épreuve virulente. 
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TABLEAU I 
Résultats 
Age àla Dose Voie Age Agglu- Inhibition Concentration en vacci- vacci- contrôle tination hém�lu- sérum pour nation nante tination baisser la crois-
sance de 1 O fois 
1 jour 2,4 .10• Néb. 22 jours - 1/64 3,31 p. 100 
1 - 1,2 .10• Néb. - - 2,74 p. 100 
1 - 6 .10' Néb. - - 1/64 5,02 p. 100 
1 - 3 .101 Néb. - - 1/32 H,3 p. 100 
1 - 1,5 .10' Néb. - - 1/32 3,66 p. 100 
1 - 7,5 .10• Néb. - - 1/32 H,2 p. 100 
1 - 3,75.10' Néb. - - 1/32 H,3 p. 100 
4 - 2,4 .10• Néb. - - 1/32 10,62 p. 100 
4 jours 2,4 .10• E.B. - - 1/32 1,9 p. 100 
4 - 1,2 .10• E.B. - - 1/32 4,93 p. 100 
4 - 6 .10' E.B. - - 1/32 9,20 p. 100 
4 - 3 .10' E.B. - - 1/8 > H,3 p. 100 
On remarque d'après ces résultats que le vaccin n'est pas agglu­
tinogène. Le sérum des oiseaux vaccinés contient des anticorps 
inhibant l'hémagglutination et des anticorps protecteurs. La 
concentration de ces derniers est proportionnelle à la dose vacci-
. nante utilisée. La vaccination par administration dans l'eau de 
boisson semble plus régulière malgré l'effet lytique du solvant qui 
a été utilisé. 
Témoins : Voir le tableau II ci-dessous. 
TABLEAU Il 
Age des Séro- Inhibition Concentration en sérum pour agglu- une baisse de la croissance de oiseaux tination hémagglutinatioo 10 fois 
8 jours - 11,3 p. 100 pour certains, néga-
tif pour d'autres 
16 jours - 1/64 2,48 p. 100 
Ces résultats démontrent que les témoins étaient contaminés 
naturellement comme l'ont prouvé les analyses microbiologiques 
TABLEAU III 
Résultats 
Age à.la Dose vacci- Dose 
7 jours après l'épreuve 23 jours après l'épreuve 
vacc1- nante Voie d'épreuve nation Nbre myco- Inhibition Nbre ., Agglu- Inhibition Inhibition plasmes Agglu- H. I. T. croissance myco- tina- hémag- crois-dans les tination p. 100 plasmes tion glutina- sance poumons sérum tion 
--
· --
1 jour . . 2,4 .10• Néb. 9,1.106 0 négatif 1/64. 1,12 p. 100 
.' 
·_(} négat. 1/16 1,58 p. 100 
1 - 1,2 . 10• Néb . mycoplasmes virulents 0 20· 1/128 1,70 p. 100 0 0,86 p. 100 
1 - .. 6 . 106 Néb. - 90.000 20· 1/32 . 2,02 p. 100 0 10· 1/64 0,93 p. 100 
1 - .. 3 . 101 Néb . - 6.000 20· 1/128 1,93 p. 100 0 8. 1/64. 1,81 p. 100 
1 - .. 1,5 .106 Néb. - 7.000 1s· 1/64. 2,13 p. 100 0 8. 1/128 1,33 p. 100 
1 - .. 7,5 . 10' Néb . - 20.000 1s· 1/64. 0 5• 1/128 0,91 p. 100 
1 - . . 3,75 .10' Néb. - 300.000 10· 1/32 2,22 p. 100 0 9• 1/64. 0,94. p. 100 
-
----
4 jours .. 2,4. . 10' Néb . - 10" 1/128 1,87 p. 100 0 12" 1/128 1,35 p.100 
4. - . .  2,4 . 10• E.B . - 0 négatif 1,10 p. 100 0 négat. 1,81 p. 100 
4. - . . 1,2 . 10• E.B . - 15· 1/128 1,21 p. 100 0 10· 1/128 1,3 p. 100 
4. - .. 6 .106 E.B. - 15· 1/128 1,02 p. 100 0 15· 1/128 1,39 p. 100 
4. - .. 3 .106 E.B. - 400 15" 1/256 1,48 p. 100 0 20· 1/64. 1,39 p. 100 
----
Témoins . 0 0 - 10" 1/128 2,35 p. 100 16.000 5• 1/128 1,14 p. 100 
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effectuées à l'âge de 8 jours et qui se sont concrétisées par l'isole­
ment de mycoplasmes à partir de broyats de sinus, trachées et 
poumons. 
Contrôle après épreuCJe CJirulente : 
Le tableau III rend compte des résultats obtenus 7 et 23 jours 
après l'épreuve virulente concernant la recherche des mycoplasmes 
dans les poumons, le titrage des anticorps protecteurs et les résul­
tats de la séro-agglutination et de l'inhibition de l'hémagglutination. 
Ces résultats ont démontré que les sujets vaccinés ont éliminé 
des poumons les mycoplasmes virulents alors que les témoins les 
ont conservés malgré l'immunité partielle due à la contamination 
naturelle. Par ailJeurs, on a noté que le taux des anticorps protec­
teurs était proportionnel à la dose vaccinante et à la vitesse d'élimi­
nation des mycoplasmes des poumons. La vitesse d'agglutination 
du sérum des oiseaux vaccinés et éprouvés était inversement 
·proportionnelle à la dose vaccinante. 
CONCLUSIONS 
En associant quatre méthodes de contrôle (analyse microbiologi­
que, titrage des anticorps protecteurs inhibant la croissance des 
mycoplasmes, inhibition de l'hémagglutination, séro-agglutination 
rapide sur lame) nous avons pu évaluer l'activité de la souche CP 
de M. gallisepticum chez des poussins de 1 jour vaccinés par nébu­
lisation et chez des poussins de 4 jours vaccinés par administration 
du vaccin dans l'eau de boisson. 
D'après les résultats obtenus on peut conclure que: 
1. - Les poussins vaccinés éliminent les mycoplasmes virulents 
inoculés dans les poumons alors que ceux-ci persistent chez les 
témoins. 
2. - La vitesse d'élimination des mycoplasmes virulents est 
proportionnelle à la dose vaccinante et parallèle à la concentration 
du sérum en anticorps protecteurs inhibant la croissance des 
mycoplasmes. · 
3. - Le titrage des anticorps protecteurs contenus dans le 
sérum des poussins vaccinés est une excellente méthode pour 
évaluer l'immunité acquise. 
4. - Les anticorps inhibant l'hémagglutination spécifique témoi­
gnent de l'existence des anticorps protecteurs et de l'immunité 
acquise. 
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5. - Le vaccin utilisé n'est pas agglutinogène. 
6. - La vitesse d'agglutination du sérum des oiseaux vaccmes 
et éprouvés par la voie intra-pulmonaire à l'aide de mycoplasmes 
virulents est inversement proportionnelle à la dose vaccinante 
jusqu'à un point d'équilibre. 
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